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乙醇 权 菌 蛋白 替代 豆粕 对 草鱼 生长 性 能 、 血 浆 生 化 指标 及 肝 胰 胜 和 肠 道 组 织 病 理 的 影响 
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1. 中国 农业 科学 院 饲料 研究 所 ， 国 家 水 产 饲料 安全 评价 基地 ， 北 京 100081; 2. 北 京 


朗 生物 科技 有 限 公 司 ， 北 京 100041; 3. 华 中 农业 大 学 水 产 学 院 ， 武 汉 430070; 4. 农 业 部 


饲料 生物 技术 重点 开放 实验 室 ， 北 京 100081) 


摘 要 : 本 试验 骨 在 探究 新 型 蛋白 质 源 乙醇 权 苗 蛋白 替代 豆粕 对 草鱼 生长 性 能 、 血 浆 生 


PH 


化 指标 及 肝 胰 胜 和 肠 道 组 织 病理 的 影响 。 选 择 初始 体重 为 《25.70+0.03) g 的 草鱼 540 


尾 ， 随 机 分 为 3 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重复 30 尾 鱼 。 对 照 组 (J0 组 ) 饲 喂 基 础 饲料 ， 


试验 组 分 别 用 5% (J5 组 ) 和 10% (J10 组 ) 的 乙醇 检 菌 蛋白 替代 基础 饲料 中 27.5% Fl 


55.0% 的 豆粕 。 试验 期 10 周 。 结 果 表 明 : 1)J5 组 草鱼 的 存活 率 显 著 高 于 J10 组 (P<0.05)， 


与 J0 组 无 显著 差异 (P>0.05)。J5 组 草鱼 的 增 重 率 显著 高 于 J0 组 (P<0.05)， 饲 料 系 数 


显著 低 于 J0 组 (P<0.05)。2) J5 和 J10 组 草鱼 的 血浆 总 胆固醇 “TC) 含量 显著 低 于 J0 


组 (P<0.05); J10 组 草鱼 的 血浆 葡萄 糖 含 量 显著 高 于 J0 组 (P<0.05); J10 组 草鱼 的 血 


浆 谷 草 转氨酶 (AST) 活 性 显著 高 于 想 组 (P<0.05),，J5 组 显著 高 于 J0O 组 (P<0.05); J10 


组 草鱼 的 血浆 谷 丙 转氨酶 ALT) 活性 显著 低 于 J0O 和 J5S 组 (P<0.05); J10 组 草鱼 的 


XK AST/ALT 显著 高 于 JO 和 J5 组 (P<0.05); J5 组 草鱼 的 血浆 丙 二 醋 MDA) 含量 显著 


低 于 JO 和 J10 组 (P<0.05)。 各 组 草鱼 的 血浆 免疫 球 蛋 白 M (IgM)、 白 细胞 介 素 -8 (IL-8) 


咱 


和 白细胞 介 素 -1a CIL-lo) 含量 没有 没有 显著 差异 (P>0.05). 3) J10 组 的 全 鱼水 分 含量 


显著 高 于 J5 组 (P<0.05)。 各 组 的 全 鱼 粗 灰分 、 粗 蛋白 质 和 粗 脂 肪 含量 没有 显著 差异 
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(P>0.05). 4) 从 肝 胰 脏 和 肠 道 的 病理 


试验 组 草鱼 肝 胰 脏 核 聚 集 加 届 
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— 


添加 5% 乙 醇 权 菌 蛋白 有 利于 草鱼 生长 性 能 ， 但 添加 量 提高 


到 


切片 可 以 看 出 ， 随 着 乙醇 权 菌 蛋白 添加 量 的 增加 ， 


， 而 肠 道 病变 较 对 照 组 有 所 改善 。 由 此 可 知 ， 草 鱼 饲 料 中 


10% 则 会 影响 草鱼 生长 性 


能 ， 降 低 存活 率 ， 并 导致 肝脏 损伤 。 因 此 ， 乙 醇 权 菌 蛋白 在 草鱼 饲料 中 的 推荐 使 用 量 为 


3%。 


关键 词 : 乙醇 梭 菌 蛋白 ; HH, GH: 生长 ; 组 织 病理 


prey 


中 图 分 类 号 : $963.31 文献 标识 码 : 文章 编号 ; 


REEK FAKE, f (Ctenopharyngodon idllus) 产 量 居 水 产 养殖 之 首 ， 年 产量 


超过 500 万 t 


EP AREF BAA eA AE OE E ERA: o 


言 ， 豆 粕 因 其 产量 高 、 适 口 


于 其 他 植物 性 蛋白 质 ， 应 用 最 为 广泛 231。 但 


已 有 许多 研究 表明 ， 对 于 鱼 类 来 说 ， 植 物性 


,草鱼 属于 植物 食性 鱼 类 , 配合 饲料 中 鱼粉 等 动物 性 蛋白 质 的 使 用 量 很 低 ， 


相对 于 棉籽 煌 和 菜 籽 粕 而 


性 好 和 消化 率 高 ， 草 鱼 肠 道 肝 胰 脏 对 豆粕 的 酶 解 消化 能 力 优 


蛋白 质 存在 必需 氨基 酸 不 平衡 入、 含有 抗 营养 因子 (如 脲酶 、 胰 蛋白 酶 等 ) 5E9、 产 品质 


性 em， 导致 其 过 


T, 多 蛋白质 源 配伍 、 补 充 外 源 氨 基 酸 乞 


题 依然 很 难得 到 有 效 解决 23]， 


质 源 ， 如 单 细胞 


量 使 用 后 不 利于 水 产 动物 的 生长 和 健康 。 


随 着 微生物 发 酵 技 术 逐 步 应 用 到 饲料 工业 生产 中 ， 


业 (MBP)， 菌 体重 白 蛋 白质 含量 高 ， 且 氨基 酸 组 成 相对 齐全 ， 


[eal 
FE 


因此 ， 寻 找 抗 营养 因子 含量 较 低 的 非 动物 源 性 饲料 蛋白 


量 不 稳定 等 问题 ,并且 豆粕 中 含 蛋 白 酶 抑制 剂 和 大 豆 凝集 素 , 会 抑制 鱼 类 的 消化 酶 活 


然 可 以 通过 发 酵 、 物 理 加 


等 方法 在 一 定 程 度 弥补 植物 性 蛋白 质 的 一 些 缺 陷 ， 


但 是 有 报道 表明 ， 对 于 植物 食性 鱼 类 来 说 ， 过 量 使 用 豆粕 引发 的 肠 道 和 肝 胰 脏 病变 等 问 


蛋白 质 ， 对 植物 食性 鱼 类 消化 系统 的 健康 十 分 重要 。 


国家 已 经 建立 了 菌 体 和 蛋白 产 


富 含 维生素 和 多 种 微量 


元 素 0， 还 能 使 饲料 具有 一 定 鲜 味 从 而 改善 其 适口 性 03;， 同 时， 其 具有 生产 效率 高 、 生 


产 原料 来 源 广 、 梧 


工业 化 生产 等 优点 ， 目 前 已 有 相当 部 分 菌 


体 


蛋白 在 冀 禽 和 水 产 饲料 中 
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应 用 ng。 但 菌 体 蛋 白 产 品质 量 很 大 程度 受 非 蛋白 氮 含量 的 影响 , 部 分 产品 使 用 质量 较 差 ， 


例如 味精 菌 体 蛋白 存在 真 蛋白 质 含量 低 、 氨 基 酸 不 平衡 和 氨基 酸 消化 率 低 等 问题 7。 


乙醇 权 菌 蛋白 是 以 乙醇 权 菌 (Clostidixra autoethanogenum) Ay RTE ba FEE = AY — PR 


型 菌 体 蛋白 。 乙 醇 权 菌 最 早 由 Abrini 等 0 从 兔子 装 便 中 分 离 得 到 ， 在 生产 工艺 中 以 一 


Uli (CO) 为 原料 ， 进 行 液态 发 酵 ， 发 酵 液 经 离心 、 干 燥 后 获得 高 蛋白 质 生 物 饲 料 原料 


乙醇 权 菌 蛋白 。 乙 醇 梭 菌 蛋 白 目 前 在 水 产 饲 料 中 还 没有 明确 的 评估 数据 ， 为 此 ， 本 试验 


设计 了 乙醇 权 菌 蛋白 替代 豆粕 的 梯度 添加 试验 ， 研 究 其 对 草鱼 生长 性 能 、 血 浆 生 化 指标 


及 肝 胰 胜 和 肠 道 组 织 病理 的 影响 ， 为 乙醇 权 菌 蛋白 在 水 产 饲料 中 的 应 用 提供 大 


Sp 


考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


试验 用 乙醇 梭 菌 蛋白 为 淡 黄 色 粉 末 ， 由 北京 首 朗 生物 科技 有 限 公 司 提供 ， 粗 蛋白 质 


含量 为 84.69%， 胃 蛋白酶 消化 率 为 90.2%。 


1.2 试验 设计 和 试验 饲料 


选择 初始 体重 为 〈25.70+0.03) g 的 草鱼 540 尾 ， 随 机 分 为 3 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 


每 个 重复 30 尾 鱼 。 对 照 组 (J0 ZA) 饲 喂 基础 饲料 ， 试 验 组 分 别 用 5% (J5 组 ) 和 10% 


(J10 组 ) 的 乙醇 梭 菌 蛋白 替代 基础 饲料 中 27.5% 和 55.0% 的 豆粕 。 


豆粕 中 缺乏 和 蛋 氮 酸 ， 富 含 精 氮 酸 ， 而 乙醇 检 菌 蛋白 与 之 相反 ， 因 此 随 着 乙醇 权 菌 和 蛋 


白 添加 量 增 加 ， 饲 料 中 DL- 和 蛋氨酸 (DL-Met) 的 添加 量 逐 步 减少 ， 而 工 - 精 氨 酸 (Z-Arg) 


的 添加 量 逐 步 增加 。 各 饲料 原料 按照 添加 量 从 小 到 大 的 顺序 逐 级 搅拌 混 匀 ， 采 用 双 螺 杆 


干 法 膨化 机 制 成 粒 径 2 mm 的 挤 压 膨 化 浮 性 颗粒 饲料 〈TSE65 型 ， 北 京 现代 洋 工 机 械 科 


技 发 展 有 限 公 司 )。3 组 饲料 等 氮 等 能 且 必 需 氨 基 酸 均 满 足 草鱼 需求 09。 试 验 饲料 组 成 及 


营养 水 平 见 表 1， 试 验 饲料 氨基 酸 组 成 见 表 2。 


表 1 试验 饲料 组 成 及 营养 水 平 〈 风 干 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (air-dry basis) % 
项 目 组 别 Groups 
Items JO J5 J10 
原料 Ingredients 
鱼粉 Fish meal 6.00 6.00 6.00 
KAREA Soybean protein concentrate 6.00 6.00 6.00 
豆粕 Soybean meal 40.00 29.00 18.00 
面粉 Wheat flour 30.00 30.00 30.00 
次 粉 Wheat midding 9.59 15.18 21.40 
乙醇 梭 菌 蛋白 Clostridium autoethanogenum 5.00 10.00 
protein) 
DZ- 和 蛋氨酸 DL-Met?) 0.12 0.07 0.01 
L-R AR L-Arg? 0.04 
磷酸 二 氧 钙 Ca(H2POs)2 2.85 3.45 3.45 
预 混 料 Premix3) 1.30 1.30 1.30 
豆油 Soybean oil 3.14 3.00 2.80 
磷脂 油 Phospholipids 1.00 1.00 1.00 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels 
粗 蛋 白质 Crude protein 31.57 31.71 31.31 
粗 脂 肪 Crude lipid 6.25 7.91 6.10 
水 分 Moisture 12.32 11.37 12.19 
粗 灰 分 Crude ash 7.30 7.26 7.07 


总 能 Gross energy/ (MJ/kg) 18.19 18.68 18.09 


P 乙醇 权 菌 蛋白 营养 水 平 Nutrient levels of Clostridium autoethanogenum protein: 粗 脂肪 crude lipid 


0.16%, 水 分 moisture 6.90%, 粗 蛋 白质 crude protein 84.69%, 粗 灰 分 crude ash 6.80%, 总 能 gross energy 


22.04 MJ/kg, HAIR Lys 8.70%, 蛋氨酸 Met 2.29%, 苏 氨 酸 Thr 4.02%, 牛 磺 酸 Tau 0.02%, BE P 0.92%， 


HAR Arg 3.40%. 


”依据 鱼 类 理想 蛋白 模式 RHI， 草鱼 饲料 中 蛋氨酸 和 精 氨 酸 水 平 约 占 饲料 粗 蛋 白质 水 平 的 2% 和 5% 进 


行 氨基 酸 平 衡 。 According to the ideal protein pattern of fish!°!, made the amino acid balance based on dietary 


methionine and arginine levels of Ctenopharyngodon idllus account for about 2% and 5% dietary crude 


protein level. 


3 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 Premix provided the following per kg of diets: VA 20 mg, VB; 10 mg, VB2 


15 mg, VB6 15 mg, VB 8 mg, VE 400 mg, VK; 20 mg, VD; 10 mg, 烟 酸 胺 niacinaminde 100 mg, 维生素 


J 


C IRNS L-ascorbate-2-monophosphate 1 000 mg, 肌 醇 200 mg, 泛酸 钙 calcium pantothenate 40 mg, Æ 


WR biotin 2 mg, 叶酸 folic acid 10 mg, 氧化 胆 碱 choline chloride 3 000 mg, 玉米 蛋白 粉 corn protein 


powder 150 mg, CuSO4e5H20 10 mg, FeSOseH20 300 mg, ZnSO4eH20 220 mg, MnSO4eH2O 25 mg, KIO; 


3 mg, Na2SeO3 5 mg, CoCl2:6H20 5 mg, MgSO4 2 000 mg， 沸 石粉 zeolite 332 mg. 


表 2 试验 饲料 氨基 酸 组 成 


Table 2 Amino acid composition of experimental diets % 
项 组 别 Groups 
Items JO J5 J10 
必需 氨基 酸 EAA 
蛋氨酸 Met 0.63 0.63 0.67 
ŽAR Cys 0.43 0.41 0.43 
蛋 氮 酸 + 半 胱 氨 酸 MettCys 1.06 1.04 1.10 
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HAR Arg 2.11 1.93 1.88 
HAR Lys 1.81 1.90 2.11 
HARR Thr 1.26 1.26 1.34 
GAR Try 0.39 0.33 0.34 
异 亮 氨 酸 Iso 1.47 1.49 1.66 
TAR Leu 2.45 2.35 2.45 
ZAI Val 1.50 1.49 1.67 
HARR His 0.83 0.75 0.72 
茶 丙 氨 酸 Phe 1.62 1.51 1.52 


甘氨酸 Gly 1.44 1.41 1.50 
丝氨酸 Ser 1.64 1.53 1.51 
MAR Pro 1.72 1.66 1.66 
WAR Ala 1.47 1.47 1.60 
RZA Asp 3.34 3.17 3.27 


chinaXiv 


13 ”饲养 管理 


试验 正式 开始 前 ， 试 验 鱼 在 养殖 系统 中 暂 养 2 周 ， 暂 养 期 间 投 喂 对 照 组 饲料 。 试 验 


在 北京 南口 国家 水 产 饲 料 安全 评价 基地 室内 循环 流水 养殖 系统 中 进行 ,水 源 为 曝 气 并 水 ， 


流量 为 9.64 L/min。 用 2% 食 盐水 消毒 试验 鱼 及 养殖 系统 后 ， 随 机 挑选 体质 健康 、 个 体 均 


匀 的 草鱼 ， 分 配 到 容积 为 0.26 m 的 圆锥 形 养殖 桶 中 。 养 殖 试验 从 2016 年 9 月 26 日 到 


2016 年 12 月 4 日 共 10 周 。 


试验 期 间 每 天 表 观 饱 食 投 喂 4 次， 投 喂 时 间 分 别 为 08: 00、11:00、15:00、19:00。 


定期 检测 水 质 ， 条 件 保持 在 溶 氧 请 度 >7.0 mg/L; 总 氨氮 浓度 <<0.3 mg/L; pH 7.5~8.5; 
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C 


水 温 (2241) CC， 自 然 光 照 。 


1.4 样品 采集 及 检测 分 析 


1.4.1 样品 采集 


试验 开始 时 ， 取 12 尾 鱼 作为 初始 全 鱼 杜 


IN, AERA UK 24h 后 称 重 ， 每 桶 取 3 尾 鱼 
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EF 品 ， 每 4 尾 作 为 1 个 混合 样品 。 试 验 结束 


改 终 未 全 鱼 样品 ， 每 桶 再 随机 取 3~4 尾 鱼 ， 


用 80 mg/L 三 氯 权 丁 醇 ( 上 海 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公司 ) 麻醉 后 , 分 别 测量 其 体 长 ( 自 


吻 端 至 椎 骨 末 端的 长 度 )、 体 重 ， 之 后 尾部 取 血 ， 加 入 30 pL/mL 抗 凝 剂 〈2%NaF+49% 草 


酸 钾 )， 在 4 ‘C、4 000 r/min 的 条 件 下 离心 10 min， 取 上 清 血 


浆 保 存 于 -80 CC 的 冰箱 中 


待 测 。 每 桶 随机 取 2 尾 鱼 的 肝 胰 脏 (胆管 连接 部 位 ) 和 后 肠 〈 距 离 肛 门 10 mm) 经 4% 多 


聚 甲 醛 液 中 国定 24~48 h， 经 脱水 ， 包 埋 ， 连 乡 


(HE) 染色 ， 显 微观 察 。 


1.4.2 ”检测 分 析 


卖 切片 6 gm， 后 经 脱 蜡 并 进行 苏 木 精 - 伊 红 


分 别 采用 105 ‘CC 常 压 干燥 法 (GB/T 6435—2006), BLE AVE (GB/T 6432—1994), 


酸 水 解 粗 脂肪 测定 法 (GB/T 6433—2006), 550 ‘CK REE (GB/T 6438 一 2007)、 过 滤 法 


(GB/T 17811 一 2008) 测 定 原料 、 饲 料 和 鱼 体 的 水 分 、 粗 和 蛋白质、 粗 脂 肪 、 粗 灰分 含量 


蛋白 酶 消化 率 ; 总 能 的 检测 方法 参照 ISO- 


9831:1998B20 采 用 氧 弹 仪 测定 ;饲料 中 氨基 


酸 含量 采用 国标 (GB/T 18246—2000) 方法 i 


行 测定 。 每 个 样品 至 少 测定 2 个 重复 。 


血浆 生化 指标 包括 : 总 胆固醇 CTC) HZ CTO) Waa Gu) ARRE 


AM (IgM)、 白 细胞 介 素 -8 〈IL-8)、 白 细胞 介 素 -1u CIL-lo). NZE (MDA) 含量 


用 TC 和 TG 试剂 盒 购 自 浙江 东 工 诊断 产品 有 限 公 司 ， 其 余 试 剂 盒 购 自 南京 建成 生物 工程 


研究 所 ， 检 测 使 用 酶 标 仪 (Bio-Tek，Burlington， 美 国 ) 法 。 


谷 丙 转氨酶 CLT) RARAN (AST)、 总 超 氧化 物 歧 化 酶 (TSOD) 活性 ， 试 验 所 


生长 性 能 和 形体 指标 各 指标 计算 公式 如 下 : 


[eae 
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存活 率 (survival rate,SR,%) =100xN/No; 


增 重 率 (weight gain rate, WGR, %) =100x(Wi-WotWa)/Wo; 


特定 生长 率 (specific growth rate, SGR, %/d)=100x[In(FBW)-InUBW))/ts 
饲料 系数 (feed conversion ratio, FCR) =C/(Wt +Wa-Wo); 


摄食 率 (feeding rate, FR, %) =100xC/[(WotWtWe)/2]/t; 


蛋白 质 沉 积 率 (produced protein value, PPV, %) =100x (WixBpr-WoxBpo) / (CxDp); 


肥 满 度 Ccondition factor, CF, %) =100x 平 均 体重 (g) /[ 平 均 体 长 Cem) P; 


脏 体 比 (viscera-somatic index, VSI, %) =100x 内 脏 重 〈g) /全 鱼 重 〈g); 


肝 胰 指数 (hepato-somatic index, HSI, %) =100x 肝 脏 重 (g) /全 鱼 重 〈g); 


脾脏 指数 (spleen-somatic index, SSI, %) =100x 脾 脏 重 (g) /全 鱼 重 (g). 


HH: NM 为 终 末 鱼 数 〈 尾 ); No 为 初始 鱼 数 〈 尾 ); 1BW 为 鱼 体 初始 均 重 (g); FBW 


KARIE Cg); Wo 为 鱼 体 初始 总 


lirl 


E (g); Wi 为 鱼 体 终 末 总 重 《(g); Wi 为 死亡 鱼 体 总 


| 


= 


lirli 
THN 


质 含量 


E (g); CARRE (g); Br 为 终 未 鱼 体 蛋 白质 含量 〈%); Bpo 为 初始 鱼 体 和 蛋白 


(%); Dp 为 饲料 蛋白 质 含量 〈%); t 为 养殖 天 数 。 


1.5 数据 统计 


试验 数据 以 平均 值 土 标准 误 mean+SE) 表示 ， 所 有 数据 用 SPSS 20.0 软件 进行 单 


因素 方差 分 析 (one-way ANOVA), Duncan 氏 多 重 比较 法 检验 差异 显著 性 ， 显 著 性 水 平 
为 P<0.05。 
2 结果 与 分 析 


2.1 乙醇 梭 菌 蛋 白 蔡 代 豆 粕 对 草鱼 生长 性 能 和 形体 指标 的 影响 


TT 


乙醇 权 菌 蛋白 替代 豆粕 对 草鱼 生长 性 能 和 形体 指标 的 影响 见 表 3. J5 组 末 均 重 、 增 


E 率 和 特定 生长 率 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05); J10 组 末 均 重 、 增 重 率 和 特定 生长 率 低 


Hm 


于 J5 组 ， 高 于 对 照 组， 但 均 没 有 显著 差异 (P>0.05)。J5 MILO 组 饲料 系数 均 显著 低 于 


WHA CP<0.05), JS 组 最 低 。 各 组 摄食 率 虽 然 没 有 显著 差异 (P>0.05)， 但 随 着 乙醇 梭 


蛋白 添加 量 的 增加 有 提高 趋势 。 各 组 蛋白 质 沉 积 率 没 有 显著 差异 (P>0.05). J10 AF 


下 


活 率 显 著 低 于 对 照 组 CP<0.05). J5 组 肝 胰 指数 显著 低 于 J10 组 CP<0.05)， 但 二 者 均 与 


对 照 组 没有 显著 差异 (P>0.05)。 各 组 脏 体 比 、 肥 满 度 和 脾脏 指数 没有 显著 差异 (P>0.05)。 


表 3 乙醇 梭 苗 蛋白 替代 豆粕 对 草鱼 生长 性 能 和 形体 指标 的 影响 


Table3 Effects of soybean meal replacement by Clostridium autoethanogenum protein on 


growth performance and physical indices of grass carp 


项 目 组 别 Groups 

: Items JO J5 J10 

O 初 均 重 IBW/g 25.63+0.00 25.66+0.01 25.6740.01 

N 末 均 重 FBW/g 53.24+1.90° 57.43+1.61° 56.70+1.73% 

— 增 重 率 WGR/% 107.70+5.64° 123.80+8.93° 120.90+5.68 
存活 率 SR/% 92.22+1.49° 87.7842.15° 78.3343.24° 

: 饲料 系数 FCR 1.54+0.05° 1.23+0.05° 1.38+0.05° 

= = 摄食 率 FR/% 1.72+0.06 1.81+0.00 1.96+0.15 
特定 生长 率 SGR/(%/d) 1.09+0.05* 1.20-40.04° 1.18+0.05% 
蛋白 质 沉积 率 PPV/% 26.81+3.00 32.08+1.43 27.3942.61 
肥 满 度 CF/% 1.56+0.02 1.60+0.02 1.53+0.02 
ALK VSI% 9.88+0.21 9,94+0.21 10.3140.31 
肝 胰 指数 HSI% 2.48+0.10* 2.35+0.09" 2.68+0.11° 
脾脏 指数 SSI/% 0.22+0.01 0.21+0.01 0.24+0.02 

司 行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05)， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 C(P>0.05)。 表 


4 和 表 5 同 。 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), 


while with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as Table 4 and 


Table 5. 


2.2 CMP AR al E A BRZA E f ee AE Ts EB 


wi 


ZF AR Dal EE A ER LAA I AE IR 


We 4. J5 和 J10 组 血浆 TC 


A 


量 显著 低 于 J0 组 (P<0.05); J10 组 血浆 Glu 含量 显著 高 于 J0 ZA (P<0.05); J10 组 血浆 


加 | 
K 


AST 活性 显著 高 于 JS 组 (P<0.05), J5 组 显著 高 于 J0 组 CP<0.05); J10 组 血浆 ALT 活 


性 显著 低 于 J FI J5 ZH CP<0.05)。 虽 然 各 组 血浆 AST 和 ALT 活性 均 低 于 文献 报道 的 正 


常 范围 值 ， 但 J10 组 血浆 AST/ALT 剧烈 升 高 ， 显 著 高 于 JO Al J5 2H (P<0.05)。 


各 组 血浆 特异 性 免疫 指标 IGM. IL-8 和 了 二-1Q 含 量 没有 显著 差异 (P>0.05). J5 组 血 
X MDA 含量 显著 低 于 JO 和 J10 组 (P<0.05)。 各 组 血浆 TSOD 活性 没有 显著 差异 
(P>0.05)。 


表 4 乙醇 权 菌 蛋白 蔡 代 豆粕 对 草鱼 血浆 生化 指标 的 影响 


Table4 Effects of soybean meal replacement by Clostridium autoethanogenum protein on 


plasma biochemical indexes of grass carp 


项 目 组 别 Groups 参考 范围 

Items JO J5 J10 Reference range ” 
甘油 三 酯 TG/(mmol/L) 2.68+0.19 2.58+0.26 2.76+0.25 1~4 

总 胆固醇 TC/(mmol/L) 2.97+0.26° 2.04+0.10° 2.19+0.10° 1.2~12 

和 葡萄糖 Glu/(mmol/L) 5.55+0.24° 5.97+0.32® 6.60+0.27° 3~10 

谷 草 转氨酶 AST/(U/L) 5.65+0.66° 8.67+1.30° 14.29+0.52° 20~150 

谷 丙 转氨酶 ALT/(U/L) 4.58+0.48? 3.8740.35° 1.80+0.12* 5~32 

GRE A/A NE A 1.2540.17° 2.21+0.28" 8.06+40.55° 


10 


AST/ALT 


w 疫 R & A M 12.45+5.38 15.40+10.37 28.48424.87 
IgM/(mg/mL ) 

白介素 -8 IL-8/(ng/L) 258.23+60.32 249.43+57.08 244.52475.33 
白介素 -la IL-lo/(ng/L) 130.25+37.00 111.89+41.64 167.58+90.61 
A #16 WD UK te 32.30+40.97 33.82+1.67 34.47+1.44 
T-SOD/((U/mL) 

丙 二 醛 MDA/(nmol/mL) 14.45£0.59° 11.8440.878 15.0341.35° 


2.3 CRP HR pal Se A TC AH et BE ERA R 


Ezi 


LIFR E E A BARAR E EAER ILK 5. J10 组 的 全 鱼水 分 含量 显著 高 于 


J5 组 CP<0.05)， 但 各 组 的 全 鱼 粗 灰分 、 粗 蛋白 质 和 粗 脂 肪 含量 没有 显著 差异 CP>0.05 )。 


qT 
Ud 
Z 


表 5 乙醇 权 菌 蛋白 替代 豆粕 对 草鱼 体 成 分 的 影响 


Table 5 Effects of soybean meal replacement by Clostridium autoethanogenum protein on 


body composition of grass carp % 
项 组 别 Groups 
Items JO J5 J10 
水 分 Moisture 71.844£0.24% 70.92+0.47° 72.64+0.23® 
粗 灰 分 Crude ash 3.36+0.16 3.24+0.06 3.25+0.06 
粗 蛋 白质 Crude protein 13.81+0.16 14.06+0.19 14.0940.17 
粗 脂肪 Crude lipid 9.14+0.14 9.32+0.21 8.97+0.09 


2.4 乙醇 梭 菌 蛋白 替代 豆粕 对 草鱼 肝 胰 胜 和 肠 道 组 织 病理 的 影响 


各 组 草鱼 肝 胰 脏 组 织 切片 结果 见 图 1, 肝 胰 脏 组 织 病理 诊断 分 析 结 果 见 表 6。 各 组 草 


鱼 肝 胰 脏 均 出 现 一 定 比例 的 轻微 病理 现象 ,其 中 JO 组 肝 胰 脏 11 个 样本 中 , 9 尾 正常 (图 


11 


201812.00749v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


l-a), 1 尾 出 现 细胞 空 泡 ， 疑 似 脂肪 肝 现 象 (图 1-b) 1 尾 出 现 细胞 核 增加 聚集 、 肝 细胞 
结 节 现象 (图 1-c); J5 组 11 个 样本 中 , 8 尾 正常 ，1 尾 出 现 细胞 空 泡 ，2 尾 出 现 细胞 核 增 
加 聚集 、 肝 细胞 结 节 现 象 ; J10 组 11 个 样本 中 ，7 尾 正常 ，1 尾 轻 出 现 微 脂肪 肝 ，3 尾 出 
现 肝 细胞 结 节 现象 。 以 上 结果 说 明 , 乙醇 梭 菌 蛋白 添加 量 增加 有 逐步 加 剧 肝 细胞 核 聚 集 、 


细胞 致密 化 的 趋势 , 结合 J10 组 血浆 中 陡 增 的 AST/ALT, 推测 该 组 肝 组 织 损 伤 程度 较 JON 


J5 组 较 高 。 


a: 正常 细胞 ，b: 细胞 空 泡 化 ， 脂 肪 肝 症 状 〈 黑 色 箭头 ); c: 细胞 结 节 化 ， 核 聚集 〈 黑 


色 箭 头 )。 


a: normal cells; b: vacuoles cells, fatty liver symptom (black arrow); c: nodular cells, nucleus 


aggregation (black arrow). 


图 1 肝 胰 脏 组 织 切片 


Fig.l Histological sections of hepatopancreas 


表 6 肝 胰 脏 组 织 病理 诊断 分 析 


Table6 Pathological diagnosis analysis of hepatopancreas tissue 


项 目 组 别 Groups 


Items JO J5 J10 


样品 数 Samples No. 11 11 11 
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正常 Normal 9 8 7 
空 泡 化 Vacuoles 1 1 1 
结 节 化 Nodular 1 2 3 


各 组 草鱼 后 肠 组 织 切 片 结果 见 图 2, 后 肠 组 织 病理 诊断 分 析 结 果 见 表 7。 各 组 均 出 现 


不 同 程 度 地 后 肠 组 织 损 伤 ， 其 中 Jo 组 后 肠 11 个 样本 中 ，6 尾 正常 (图 2-A)，4 尾 出 现 


微 绒毛 脱落 、 回 有 层 疏 松 、 杯 状 细胞 减少 或 消失 症状 〈 图 2-B); J5, J10 组 肠 道 结 构 均 


稍 有 改善 ，11 个 样品 中 均 有 8 尾 正常 ，J 组 2 尾 出 现 微 绒 毛 脱 落 、 固 有 层 疏 松 、 杯 状 细 


胞 减少 或 消失 症状 症状 ，1 尾 出 现 绒毛 高 度 变 浅 、 肌 层 变 注 现 象 ( 图 2-C); JI0 组 3 尾 


出 现 微 绒 毛 脱 落 、 固 有 层 疏 松 、 杯 状 细胞 减少 或 消失 症状 症状 。 
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A 

B 

C 

表 7 后 肠 组 织 病理 诊断 分 析 
Table7 Pathological diagnosis analysis of posterior intestinal tissue 

项 目 组 别 Groups 
Items JO J5 J10 
样品 数 Samples No. 11 11 11 
正常 Normal 6 8 8 
‘ARENT. HARA 4 2 3 


Microvillus drop, lamina propria 
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failure 


绒毛 高 度 变 浅 Shorten villus 1 1 0 


height 


E 论 


乙醇 梭 菌 蛋白 由 乙醇 权 菌 经 生物 发 酵 而 得 ， 乙 醇 梭 杆 菌 细胞 呈 杆 状 ， 革 兰 氏 染色 阳 


性 ， 严 格 厌 氧 生长 ， 兼 性 化 能 自 养 ， 与 环境 隔离 ， 性 状 稳定 ， 对 和 氧 霉 素 、 青 霉 素 、 氢 


wt 


青霉素 和 四 环 素 敏感 44， 目前 已 经 获得 了 比较 完整 的 基因 组 序列 ， 无 有 毒 基因 的 报道 
12627, 乙醇 梭 菌 利用 CO MZA (CO) 作为 碳 源 生长 ， 发 酵 CO 或 者 COs 和 氧气 
o) 生成 乙醇 或 乙酸 盐 ， 在 生产 工艺 中 以 钢铁 工业 煤气 〈 转 炉 煤 气 、 高 炉 煤 气 ) 中 的 
CO 为 碳 源 , 以 氨水 为 氮 源 , 培养 基 由 磷酸 (HPO4)、 氧 氧化 钊 (KOH)、 硫 酸 镁 (MgSO4)、 
硫酸 亚 铁 〈FeSO4) KLEWER EER Bh WER Ba WER B ER Bo H 
ER Bz、 烟 酸 、 叶 酸 及 生物 素 ) AR, ZARA, RE ZEK TARP TS 
喷雾 干燥 及 污水 处 理 5 个 流程 ， 最 后 得 到 乙醇 等 清洁 能 源 及 菌 体 蛋白 ， 每 生产 1 万 { 乙 
醇 ， 大 约 可 以 获得 1 500t 菌 体 蛋 白 , 具有 巨大 的 开发 潜能 。 乙 醇 梭 菌 蛋 白 作为 钢铁 工业 
煤气 发 酵 制 燃料 乙醇 的 附属 产品 ， 极 大 促进 工业 废弃 物 转化 再 利用 ， 减少 了 有 害 气体 的 
排放 ， 与 传统 植物 源 性 蛋白 质 相 比 ， 不 含 抗 营养 因子 ， 而 相对 于 动物 源 性 蛋白 质 ， 有 具有 


较 低 的 沙门 氏 菌 、 生 物 胺 等 ， 乙 醇 权 苗 蛋白 的 生产 上 共有 绿色 、 节 能 、 环 保 的 特性 。 但 是 


T 
guus 


因此 针对 乙醇 梭 杆菌 菌 种 的 生物 安 


F 估 需要 进一步 深入 研究 。 


元 素 ， 不 含 抗 营养 因子 ， 同 时 富 含 18 种 氨基 酸 ， 总 氨基 酸 占 蛋白 质 的 含 上 


ChinaXiv 合 作 期 


盟 于 微生物 发 酵 产 品 ， 且 乙醇 梭 杆菌 尚未 进入 我 国 饲料 添加 剂 目 录 ， 


达 80% 以 上 ， 且 易于 动物 消化 吸收 ， 富 含 多 种 微量 


过 85%， 其 中 


相对 较 高 ， 但 精 氨 酸 相对 缺乏 。 和 蛋白 质 是 鱼 类 


量 来 源 ， 鱼 类 对 和 蛋白质 的 需求 实际 是 对 必 


基 酸 平衡 ， 必 须 氨 基 酸 的 缺乏 ， 往 往 


基 酸 的 需求 ， 蛋 


会 导致 鱼 类 的 一 些 营养 性 


氨 酸 在 机 体 代谢 中 有 着 十 分 重要 的 作 上 月 


由 性 氨基 酸 ， 特 别 是 豆 类 原料 的 第 一 限 和 


会 显著 降低 动物 血浆 胰岛 素 样 生长 因 


M 


是 鱼 类 所 必需 而 植物 性 


酸 。 


酸 的 促 生 长 作用 可 


究 。 王 胜 B1J 和 唐 炳 荣 等 B32 报道 


率 、 特 殊 生长 率 、 饲 料 效率 、 


chinaXiv:201812.00749v1 


和 蛋白质 源 ， 相 对 于 鱼 类 饲料 理想 


5% 来 计 ， 豆 粕 中 缺乏 蛋氨酸 ， 


收 外 源 唱 体 氨基 酸 ， 郑 宗林 等 鸣 和 谭 


的 相关 报道 。 本 试验 中 ， 随 着 乙醇 梭 


oO 


合 态 蛋氨酸 高 于 J0 组 ， 这 可 


饲料 效率 高 于 J0 组 的 原因 ， 但 J10 组 生长 性 


组 内 源 性 精 氨 酸 缺 乏 引 起 氨基 酸 不 3 


’ 


白质 效率 等 还 受 饲料 精 氨 酸 水 平 影响 。 


Rg ZE 


Ex 


体 氨基 酸 的 利 月 


和 


平衡 实际 上 是 氮 


疾病 和 症状 的 产生 P3。 


质 含量 不 足 


ARH, WE PEAR 


F1 UGF-1) 含量 R09， 动物 的 摄食 受到 IGF-1 的 


高 了 生长 中 期 草鱼 血浆 IGF-1 含量 有 关 ， 


需要 量 的 研究 中 也 得 到 了 相同 的 结论 ， 同 时 王 胜 B0 还 发 现 增 重 
豆粕 为 饲料 主要 


白质 约 2%、 精 氮 酸 / 粗 蛋 白质 约 


白 中 的 缺乏 精 氨 酸 ， 因 此 本 试验 补充 了 相应 


日 能 力 不 足 ， 无 法 同步 吸 


芳 p3 都 曾 有 草鱼 对 晶体 氨基 酸 利用 效率 相对 不 高 


的 增加 ， 豆 粕 添加 量 的 减少 ，J5 组 饲 


能 是 JS 组 增 重 率 、 末 均 重 、 特 定 生长 率 和 


能 和 J0 组 差异 不 显著 ， 这 可 能 是 由 于 J10 


A 
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氨基 酸 也 是 保证 肠 道 组 织 紧 密 连接 和 结构 完整 的 重要 营养 素 B9， 
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特别 是 蛋氨酸 和 精 


氢 酸 对 维持 肠 道 健康 具有 重要 作用 。 精 氨 酸 在 精 氨 酸 酶 (arginase) AEH FERS AR, 


乌 氨 酸 经 乌 氨 酸 脱羧 酶 的 作用 生成 多 胶 〈 精 腕 、 腐 腕 、 精 胺 )， 多 腕 不仅 对 肠 道 上 皮 细 胞 


的 生长 、 分 化 和 成 熟 起 着 重要 作用 ， 还 对 肠 黏 膜 发 育 和 肠 道 形态 修复 具有 不 可 蔡 代 的 作 


FAB, Cheng 等 B839 在 杂交 条 纹 鲈 (Morone chrysops* Morone saxatilis )、 美 国 红 鱼 


(Sciaenops ocellatus) FNRI HE SOE FR ty A BE (Epinephelus coioides) 试验 中 均 证 


实 精 氮 酸 对 肠 道 健康 具有 重要 意义 。 同 样 ， 在 肠 道 组 织 中 ， 和 蛋氨酸 通过 转 甲 基 可 生成 S- 


腺 苷 甲 硫 氨 酸 (SAM)，SAM 脱 去 羧基 可 生成 $- 腺 昔 甲 基 硫 丙 胺 ， 该 物质 将 氨 两 基 转 移 


给 腐 胶 或 亚 精 胺 也 生成 多 胶 久 ]， 蛋 所 酸 还 通过 转 硫 作用 生成 谷 胱 甘 肽 的 底 物 半 胱 氮 酸 ， 


肠 上 皮 细 胞 等 重要 作用 [3。 彭 艳 等 外 研究 证 实 ， 重 氨 酸 可 促进 幼 建 鲁 


因此 蛋氨酸 可 以 调控 细胞 内 还 原型 谷 胱 甘 肽 (GSH) 含 量 及 细胞 存活 ,而 GSH 也 具有 保护 


肠 道 发 育 及 增加 皱 


壁 高 度 。 本 试验 中 对 照 组 和 试验 组 均 有 一 定 比 例 的 肠 道 损伤 现象 ， 对 照 组 的 肠 道 损伤 可 


能 与 饲料 中 豆粕 含量 较 高 , 饲料 中 大 豆 抗 原 的 水 平 较 IS 和 J10 Aiea), Ff ALA UR AR 


相对 缺乏 有 关 ; J10 组 的 肠 道 损伤 可 能 是 由 于 内 源 精 氨 酸 缺 乏 所 致 ， 


T ZR A E A E 


[en 


代 豆粕 后 降低 了 饲料 中 的 抗 营 养 因 子 水 平 ， 所 以 缓 减 了 J5 和 J10 组 后 肠 组 织 损伤 程度 。 


然而 ， 当 随 着 乙醇 权 菌 蛋白 添加 量 增加 ， 草 鱼 肝 胰 脏 组 织 病变 的 比例 呈 升 高 趋势 ， 


J10 组 血浆 AST/ALT 异常 升 高 。 彭 艳 等 由 ] 发 现 ， 和 蛋氨酸 对 幼 建 鲤 肝 胰 脏 生长 发 育 具有 促 


HEH; Li 等 的 研究 发 现 ， 精 氨 酸 可 能 通过 降低 肝 促 炎 性 细胞 因子 和 上 自 


由 基 的 释放 来 保 


护 肝 脏 。 本 试验 中 由 于 草鱼 可 能 对 外 源 添加 氨基 酸 的 吸收 利用 能 力 不 


际 吸收 利用 的 蛋氨酸 和 J10 组 实际 吸收 利用 的 精 氮 酸 不 足 ， 从 而 各 组 


出 现 哺 -9， 并 且 本 研究 用 乙醇 权 菌 蛋白 为 新 开发 蛋白 质 源 ， 在 开发 过 程 中 可 能 存在 潜在 


未 知 因素 ， 导 致 肝 胰 脏 病变 的 比例 随 乙 醇 权 杆 菌 重 白 添 加 量 增 加 而 升 


ENI, FREAAK 


均 有 肝脏 损伤 状况 


高 ，Kiessling 等 的 


在 菌 体 蛋白 部 分 蔡 代 鱼粉 饲 喂 虹 鲜 的 试验 中 有 过 类 似 报道 ， 目 前 相关 报道 较 少 ， 需 要 经 
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进一步 研究 及 生产 工艺 的 不 断 改 ; 


低 


清 中 的 ALT GY 


脏 受 损 时 ，AST 从 线粒体 大 量 释 入 


递增 ， 可 能 是 血浆 ALT 活性 逐渐 降 


才能 明确 其 具 
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体 原因 。 唐 炳 荣 59 报 道 ， 重 氨 酸 能 够 


R 


E ， 同 时 提高 肝 胰 脏 中 的 AST、ALT 活性 ; 魏 祥 云 560 研 究 表明 ， 肝 


。 本 试验 中 ，J0、J5、J10 组 内 源 性 结合 态 蛋氨酸 


氏 的 原因 


, S20 310 组 血浆 AST/ALT 异常 升 高 ， 提 


示 肝 胰 脏 功能 有 可 能 受 损 ， 这 可 能 是 导致 10 组 存活 率 下 降 的 主要 原因 。 此 外 ， 肝 脏 代 


谢 障 碍 ， 也 可 能 与 


=i 


有 关 。 


吸 爆发 活性 , 同时 降低 感染 嗜 水 气 单 胞 菌 后 累计 死亡 率 ; 赵 红 霞 等 中] 也 胡 


此 外 ， 雇 英杰 等 {531 报道， 适量 


inj 


q 


E E PY SD i AR A E o A He r A Sk 4y 


高 蛋白 质 含量 的 乙醇 权 菌 蛋白 替代 豆粕 后 导致 J10 组 中 淀粉 含量 增加 


细胞 呼 


究 表明 ， 2 


鱼 幼 鱼 的 存活 率 在 一 定 范围 类 随 饲 料 中 精 氨 酸 含量 升 高 而 升 高 。 这 说 明 J10 组 内 源 精 氨 


酸 缺 乏 可 能 也 是 直 


4 


定 生长 率 ， 降 低 血浆 TC. MDA 含量 ， 改 善 脂 肪 代谢 和 抗 氧化 能 力 ， 同 时 


织 健康 ， 从 而 提高 生长 性 


加 


E 


a 论 


饲料 中 添加 5% 乙 醇 梭 菌 蛋 


amp 


E， 在 此 范 


接 导 致 其 存活 率 低 另 一 个 原因 。 


H BHR 27.5% 的 豆粕 可 以 


白 在 草鱼 饲料 中 添加 量 为 5%。 
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Effects of Soybean Meal Replacement by Clostridium autoethanogenum Protein on Growth 
Performance, Plasma Biochemical Indexes and Hepatopancreas and Intestinal Histopathology 
of Grass Carp (Ctenopharyngodon idllus) 

WEI Hongcheng! YU Huanhuan! CHEN Xiaoming! CHAO Wei? ZOU Fangqi? 
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Bio-Technology Co., Ltd. Beijing 100041, China; 3. College of Fisheries, Huazhong 


Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Key Laboratory of Aquaculture Nutrition 


and Feed, Ministry of Agriculture, Beijing 100081, China) 


Abstract: This experiment was conducted to evaluate the effects of soybean meal replacement 


by the new protein source Clostridium autoethanogenum protein on growth performance, 


plasma biochemical indexes and hepatopancreas and intestinal histopathology of grass carp 


(Ctenopharyngodon idllus). A total of 540 grass carp with initial body weight of (25.66+0.03) 


g were randomly divided into 3 groups with 6 replicates per group and 30 fish per replicate. 


Fish in the control group (JO group) were fed a basal diet, and others in the experimental 


groups were fed the experimental diets which used 5% (J5 group) and 10% (J10 group) 


Clostridium autoethanogenum protein replaced 27.5% and 55.0% soybean meal, respectively. 


The experiment lasted for 10 weeks. The results showed as follows: 1) the survival rate of 


grass carp in J5 group was significantly higher than that in J10 group (P<0.05), while had no 


significant difference with JO group (P>0.05). The weight gain rate of grass carp in J5 group 


was significantly higher than that in JO group (P<0.05), and the feed conversion ratio was 


significantly lower than that in JO group (P<0.05). 2) The plasma total cholesterol (TC) 


content of grass carp in JS and J10 groups was significantly lower than that in JO group 


(P<0.05); the plasma glucose content of grass carp in J10 group was significantly higher than 


that in JO group (P<0.05); the plasma aspartate aminotransferase (AST) activity of grass carp 


in J10 group was significantly higher than that in JS group (P<0.05), which in JS group was 


significantly higher than that in JO group (P<0.05); the plasma alanine aminotransferase (ALT) 
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activity of grass carp in J10 group was significantly lower than that in JO and J5 groups 


(P<0.05); the plasma AST/ALT in J10 group was significantly higher than that in JO and J5 


groups (P<0.05); the plasma malondialdehyde (MDA) content in J5 group was significantly 


lower than that in JO and J10 groups (P<0.05). There were no significant differences on the 


contents of immunoglobulin M (IgM), interleukin-8 (IL-8) and interleukin-la (IL-la) in 


plasma among all groups (P>0.05). 3) The moisture content of whole fish in J10 group was 


significantly higher than that in JS group (P<0.05). There were no significant differences on 


the contents of crude ash, crude protein and crude lipid of whole fish among all groups 


(P>0.05). 4) From the pathological sections of hepatopancreas and intestine, it was observed 


that with the increasing addition of Clostridium autoethanogenum protein, the nuclear 


accumulation in hepatopancreas increased, while the dorsal intestinal histology was improved 


compared to the control group. This results indicate that using 5% Clostridium 


autoethanogenum protein to replace of 27.5% soybean meal is beneficial to the growth 


performance of grass carp, but increase to 10% addition would negatively affect the growth 


performance of grass carp, reduce the survival rate, and lead to liver damage. Therefore, the 


recommended addition of Clostridium autoethanogenum protein in diet for grass carp is 5%. 


Key words: Clostridium autoethanogenum protein; grass carp; soybean meal; growth; 


histopathology 
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